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Резюме. В данной работе исследована взаимосвязь между спектральными характеристиками и показателями
протеолитической и ингибиторной активности сыворотки крови и синовиальной жидкости при артритах. Анализ
полученных корреляционных зависимостей свидетельствует о том, что в синовиальной жидкости, так же, как и в
сыворотке крови больных артритами, показатели флуоресценции тесно связаны с протеолитической активностью
данных биологических жидкостей. Установлено комплексное влияние активности протеолиза и содержания основных
ингибиторов на флуоресценцию сыворотки крови и синовиальной жидкости при артритах. Установленные
корреляционные зависимости позволили также сделать вывод о том, что биохимические и спектральные показатели
сыворотки крови отражают состояние синовиальной жидкости.
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Abstract. In the given work the interrelation between spectral characteristics and parameters of proteolytic and
inhibitor activity of blood serum and synovial fluid in arthritis was investigated. The analysis of correlation dependences
testifies that in synovial fluids as well as in blood serum of the patients suffering from arthritis parameters of fluorescence
are closely connected with proteolytic activity of the given biological fluids. Complex influence of proteolytic and inhibitor
activity on fluorescence of blood serum and synovial fluid in arthritis was established. The determined correlation
dependences also allowed to draw a conclusion that biochemical and spectral parameters of blood serum reflect the
condition of synovial fluid.
Одним из наиболее эффективных допол-нительных методов контроля за гоме-остазом живых систем является флуо-
ресцентный метод. Известно, что сыворотка
крови и синовиальная жидкость обладают соб-
ственной флуоресценцией как в ультрафиоле-
товой, так и в видимой областях [1]. В основ-
ном флуоресцентные исследования сыворот-
ки крови и синовиальной жидкости при арт-
ритах проводились с помощью флуоресцент-
ных зондов. Так, спектральные параметры ком-
понентов синовиальной жидкости были ин-
формативны при изучении различных забо-
леваний суставов с помощью зондовой флуо-
ресценции [2, 3]. Сведений об исследовании
собственной флуоресценции данных биоло-
гических материалов крайне мало. Было уста-
новлено, что определение спектрально-флуо-
ресцентных характеристик синовиальной
жидкости может быть использовано как до-
полнительный метод, позволяющий с высо-
кой точностью диагностировать пигментный
ворсинчато-узелковый синовит (ПВУС) [4].
Основные отличия собственной флуоресцен-
ции синовиальной жидкости при ПВУС зак-
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лючались в смещении положения максиму-
ма спектра в более длинноволновую область
по сравнению с положением максимумов
спектров флуоресценции синовитов другой
этиологии.
Одними из основных компонентов, вли-
яющих на количественный и качественный
состав сыворотки крови и синовиальной жид-
кости при патологии, являются продукты про-
теолиза белков, называемые пептидами сред-
ней массы. Различные патологические состо-
яния сопровождаются увеличением их содер-
жания в сыворотке крови, синовиальной жид-
кости и нарушениями в работе протеолити-
ческой и ингибиторной системы. Они обла-
дают токсическим действием и являются од-
ним из показателей синдрома эндогенной
интоксикации организма [5-7].
При заболеваниях суставов также сраба-
тывают такие патогенетические механизмы
развития синдрома эндогенной интоксикации,
как биохимический и имунологический  не-
контролируемая активация протеолиза с угне-
тением его естественных ингибиторов, нару-
шением общего ферментативного гомеостаза
организма и иммунологические нарушения с
накоплением продуктов расщепления пласти-
ческого материала [7]. Согласно литератур-
ным данным, протеолитическая активность
сыворотки крови и синовиальной жидкости
при артритах повышалась, а сведения о содер-
жании основных ингибиторов протеолиза
носили разнонаправленный характер [8-11].
Противоречивость литературных данных го-
ворит о том, что до сих пор остается много
неясных моментов в механизмах действия
протеиназ-ингибиторной системы и отдель-
ных ее компонентов при артритах.
Протеолитические процессы, образова-
ние комплекса между ферментом и субстра-
том, ферментом и ингибитором сопровожда-
ются существенными перестройками в белко-
вых молекулах, что, несомненно, должно от-
разиться на флуоресценции хромофорных ами-
нокислотных остатков реагирующих веществ.
Ранее нами была выявлена достоверная кор-
реляционная взаимосвязь между интенсивно-
стью флуоресценции продуктов ферментатив-
ной реакции и активностью протеолиза в мо-
дельных системах in vitro [12], что предпола-
гает использование интенсивности флуорес-
ценции в качестве параметра, достоверно опи-
сывающего изменения в белковых системах
при фермент-субстратных взаимодействиях.
Кроме того, эффективность флуоресцентных
методов, малочисленность флуоресцентных
исследований ферментативных взаимодей-
ствий и их кинетики in vitro [13, 14] и in vivo
вызывают необходимость изучения возмож-
ной взаимосвязи между показателями проте-
олитической и ингибиторной активности и
параметрами спектров флуоресценции данных
биологических материалов при различных
патологических процессах. Возможно, флуо-
ресцентные исследования сыворотки крови и
синовиальной жидкости позволят более дос-
конально изучить молекулярные механизмы
функционирования протеолитической систе-
мы при острых и хронических воспалитель-
ных процессах.
Поэтому целью данной работы было бо-
лее детальное исследование корреляционных
взаимосвязей между спектральными характе-
ристиками данных биологических материалов
и их протеолитической и ингибиторной актив-
ностью при артритах.
Методы
Для определения собственной флуорес-
ценции, ферментативной и протеолитической
активности сыворотки крови и синовиальной
жидкости было обследовано 79 больных арт-
ритами. Исследования проводились у лиц обо-
его пола в возрасте 30-50 лет. В указанное
выше общее число пациентов вошли 33 чело-
века с ревматоидным артритом (РА), 21 чело-
век с псориатическим артритом (ПА) и 25 че-
ловек с реактивным артритом (РеА). Конт-
рольную группу (КГ) для сравнения с группа-
ми больных (пациентов) составили 46 практи-
чески здоровых доноров в возрасте 30-50 лет.
Исследуемым биологическим материа-
лом являлась сыворотка крови и синовиаль-
ная жидкость людей, которые хранились не
более 14 дней при температуре -20°С. Для
проведения флуориметрического исследова-
ния сыворотку подвергали однократному раз-
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мораживанию при комнатных условиях и за-
тем разводили в 20 раз 0,89%-ным раствором
NaCl. Образцы синовиальной жидкости пос-
ле однократного размораживания разводили
в 10 раз 0,9%-ным физиологическим раство-
ром и центрифугировали в течение 15 минут
при 1500 об./мин. Надосадочную жидкость от-
бирали и обозначали как бесклеточный экст-
ракт синовиальной жидкости. Спектры флуо-
ресценции регистрировали непосредственно
после разведения при комнатной температу-
ре на спектрофлуориметре СМ-2203 (SOLAR,
Беларусь) при длине волны возбуждения 286
нм в диапазоне 300-500 нм с использованием
кварцевой кюветы размером 1,2х1,2 см. Ши-
рина входной и выходной щелей монохрома-
торов составляла соответственно 5 нм и 2 нм
соответственно [15-17]. Спектры флуоресцен-
ции всех образцов сыворотки крови, синови-
альной жидкости и продуктов ферментативных
реакций были откорректированы по спектраль-
ной квантовой чувствительности соответствен-
но техническим характеристикам прибора [18].
Интенсивность флуоресценции (I) выражали в
относительных единицах (отн. ед.) [17].
Определение протеолитической актив-
ности в сыворотке крови и синовиальной жид-
кости проводили с использованием в качестве
субстратов высокостабильного в растворе низ-
комолекулярного хромогенного соединения 
N-α-бензоил-D,L-аргинин паранитроанилид
(БАПНА) и белкового субстрата  сывороточ-
ного альбумина человека (САЧ).
При использовании БАПНА для опреде-
ления общей протеолитической активности
(ОПА) за основу брали метод Erlander B. F. et
al. [19, 20]. Основой для определения актив-
ности основных ингибиторов (антипротеи-
назного ингибитора (АПИ) и α2-макроглобу-
лина (α2-МГ)) служил метод, предложенный
Т.А. Хватовым и В.Б. Беловой [21].
Для определения ферментативной (бе-
локрасщепляющей, протеолитической) актив-
ности сыворотки крови и синовиальной жид-
кости в качестве субстрата был также исполь-
зован САЧ [22], поскольку он является есте-
ственным субстратом для протеиназ и обла-
дает собственной флуоресценцией в диапазо-
не 330-350 нм (в зависимости от условий воз-
буждения и регистрации спектра). Регистра-
цию активности осуществляли:
а) по изменению интенсивности флуо-
ресценции продуктов реакции ферментатив-
ного взаимодействия с САЧ (Iпр., 338);
б) по концентрации ТХУ-растворимых
продуктов реакции (∆A280).
Схема проведения эксперимента приве-
дена в таблице 1.
Таблица 1 
Схема проведения эксперимента по определению ферментативной (протеолитической) 
активности сыворотки крови и синовиальной жидкости (субстрат  САЧ) 
Ингредиенты Количество, мкл 
Сыворотка крови или бесклеточный экстракт СЖ 500 
3% САЧ (конечная концентрация 5 г/л) 500 
0,2 М Трис-HCl буфер (pH 8,0) 500 





Перемешать, инкубировать 90 минут при t=37°С, измерить 
интенсивность флуоресценции продуктов реакции Iпр., 338 при длине волны возбуждения 
286 нм в диапазоне 300-500 нм, кювета 12 мм 
Сыворотка крови или бесклеточный экстракт СЖ 500 
3% САЧ (конечная концентрация в растворе 5 г/л) 500 
0,2 М Трис-HCl буфер (pH 8,0) 500 
0,89% раствор NaCl 1600 
Перемешать, инкубировать 90 минут при t=37°С 





Пробы охладить, центрифугировать (1500 об/мин в течение 10 мин при +5°С). Измерить 
величину светопоглощения в надосадочной жидкости при 280 нм (∆A280), кювета 10 мм  
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Для определения протеолитической ак-
тивности реакцию останавливали путем до-
бавления трихлоруксусной кислоты (ТХУ) в
конечной концентрации 2,78%. Протеолити-
ческую активность в надосадочной жидкости
определяли после охлаждения проб и их цен-
трифугирования (1500 об/мин в течение 10
мин при 5°С) по величине светопоглощения
при 280 нм [22] и выражали в условных еди-
ницах (∆A280).
Статистическую обработку результатов
экспериментов проводили с помощью пакета
прикладных программ «Statistica 6.0». Выявле-
ние функциональных взаимосвязей между изу-
чаемыми параметрами (корреляция) проводи-
лось с помощью вычисления коэффициента
ранговой корреляции Спирмена (r Спирмена)
с указанием вида и значимости (достовернос-
ти) коэффициента корреляции (Р) [23, 24].
Результаты
Ранее [25, 26] нами было установлено,
что такие параметры, как интенсивность соб-
ственной флуоресценции (I333), продуктов фер-
ментативной реакции взаимодействия с
САЧ (Iпр., 338), показатели протеолитической и
ингибиторной активности сыворотки крови
и синовиальной жидкости (ОПА, АПИ, α2-МГ)
при артритах достоверно описывают данный
патологический процесс и могут использо-
ваться в качестве его дополнительной харак-
теристики.
Для установления наличия и степени
связи между показателями протеолитической
активности (ОПА, ∆A280), содержанием ос-
новных ингибиторов в сыворотке крови (АПИ,
α2-МГ) и ее спектральными характеристика-
ми (I333, Iпр., 338) нами исследовались соответ-
ствующие корреляционные связи между эти-
ми показателями в каждой отдельно взятой
группе больных артритами и в КГ.
В контрольной группе (рисунок 1А) была
установлена умеренная положительная корре-
ляционная связь между показателями протео-
лиза ОПА и α2-МГ (r=0,54; P<0,05), что объяс-
няется адаптивным синтезом и/или выбросом
ингибиторов в ответ на повышение протео-
литической активности. Умеренная отрица-
тельная связь между ОПА и АПИ (r=  0,42;
P<0,05), вероятно, свидетельствует о повыше-
нии потребления АПИ не только как ингиби-
тора протеолиза, но и как реактанта острой
фазы. Было также установлено, что у здоро-
вых доноров имелась умеренная отрицатель-
ная связь между между Iпр., 338 и ДA280 (r=  0,41;
P<0,05), что соответствует данным, получен-
ным нами ранее в эксперименте in vitro [12].
Кроме того, обнаружена умеренная положи-
тельная корреляционная связь между Iпр., 338 и
α2-МГ (r=0,42; P<0,05) и умеренная отрица-
тельная связь между Iпр., 338 и АПИ (r=  0,42;
P<0,05), аналогично корреляционным связям
между ОПА  α2-МГ и ОПА  АПИ. Одно-
типность корреляционных связей, вероятно,
подтверждает, что показатель Iпр., 338 отражает
активность протеолитических процессов в
сыворотке крови КГ.
Совершенно иным был характер корре-
ляции флуоресценции и показателей протео-
лиза в сыворотке крови больных РА, РеА и ПА
(рисунок 1 Б, В, Г). Корреляция между интен-
сивностью флуоресценции продуктов расщеп-
ления САЧ (Iпр., 338) и α2-МГ имела место толь-
ко при РА, но не положительная, как в КГ, а
умеренная отрицательная (r=  0,51; P<0,05).
В группах РеА и ПА, в отличие от КГ, интен-
сивность флуоресценции продуктов расщеп-
ления САЧ (Iпр., 338) при РеА и ПА не отражала
интенсивность протеолиза ни по активности
ферментов, ни по содержанию ингибиторов,
поскольку не было выявлено достоверных кор-
реляционных связей между интенсивностью
флуоресценции продуктов ферментативной
реакции взаимодействия сыворотки крови с
САЧ (Iпр., 338) и показателями протеолиза.
Неожиданным было обнаружение одно-
типных корреляционных связей между соб-
ственной флуоресценцией сыворотки крови
и активностью протеиназ и их ингибиторов:
умеренная положительная корреляционная
связь между I333 и ОПА (r=0,58; P<0,05) в груп-
пе РА и положительная связь между I333 и АПИ
в группах РеА и ПА (для РеА  умеренная
r=0,61; P<0,05; для ПА  сильная r= 0,76;
P<0,05). Это может быть связано с составом,
конформационными изменениями белков сы-
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воротки крови вследствие их ограниченного
протеолиза, усилением процесса распада бел-
ков и накоплением продуктов протеолиза,
низко- и среднемолекулярных органических
веществ, поступающих в кровь при этих забо-
леваниях, продуктов нарушенного метаболиз-
ма соединительной ткани [7].
Взаимосвязь между интенсивностью
флуоресценции и протеолитической актив-
ностью синовиальной жидкости при артри-
тах в каждой отдельно взятой группе была
несколько иной, чем в сыворотке крови, и
выражалась в следующих корреляционных
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I333 ОПА 
 положительная умеренная (0,3  0,7) корреляционная связь; 
 положительная сильная (0,7  0,9) корреляционная связь; 
 отрицательная умеренная (0,3  0,7) корреляционная связь; 
 отрицательная сильная (0,7  0,9) корреляционная связь. 
 
Рис.1. Корреляционные зависимости между интенсивностью собственной флуоресценции
сыворотки крови (I333), флуоресценцией продуктов ферментативной реакции (Iпр., 338) и показателями
протеолитической и ингибиторной активности сыворотки крови при артритах и в контрольной группе.
А  контрольная группа; Б  ревматоидный артрит; В  реактивный артрит;
Г  псориатический артрит.
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В синовиальной жидкости больных РА
(рисунок 2 А) наблюдалась сильная отрица-
тельная связь между Iпр., 338 и ОПА (r=  0,90;
P<0,05) и умеренная отрицательная связь меж-
ду Iпр., 338 и ∆A280 (r=  0,41; P<0,05). В группе
больных РеА (рисунок 2-Б) показатель Iпр., 338
имел умеренную отрицательную корреляци-
онную связь с АПИ (r=  0,53; P<0,05), а пока-
затель I335  сильную положительную связь с
ОПА (r=0,80; P<0,05). Для синовиальной жид-
кости больных ПА (рисунок 2 В) была харак-
терна сильная отрицательная корреляционная
связь между Iпр., 338 и АПИ (r=  0,89; P<0,05) и
умеренная отрицательная связь между Iпр., 338 и
∆A280 (r=  0,50; P<0,05). Отрицательные кор-
реляционные связи между Iпр., 338 и ∆A280 в си-
новиальной жидкости в группах больных РА
и ПА соответствуют результатам, полученным
нами ранее для модельной системы расщеп-
ления САЧ трипсином in vitro [12] (как и в
сыворотки крови КГ).
Чтобы установить возможную взаимо-
связь между процессами, происходящими в
сыворотке крови и синовиальной жидкости,
нами были исследованы дополнительные кор-
реляционные связи. Для этого был проведен
анализ соотношения показателей протеолити-
ческой активности (ОПА, ДA280), содержания
основных ингибиторов (АПИ, α2-МГ) и спек-
тральных характеристик (I333, I335, Iпр., 338) меж-
ду синовиальной жидкостью и сывороткой
крови для каждого показателя в отдельности
(рисунок 3 А, Б).
Полученные корреляционные зависимо-
сти были следующими. В группах больных РА
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АПИ I пр.,338 
ОПА I 335 
 положительная умеренная (0,3  0,7) корреляционная связь; 
 положительная сильная (0,7  0,9) корреляционная связь; 
 отрицательная умеренная (0,3  0,7) корреляционная связь; 
 отрицательная сильная (0,7  0,9) корреляционная связь. 
 
Рис.2. Корреляционные зависимости между интенсивностью собственной флуоресценции
синовиальной жидкости (I335), флуоресценцией продуктов ферментативной реакции Iпр., 338
и показателями протеолитической и ингибиторной активности синовиальной жидкости при артритах.
А  ревматоидный артрит; Б  реактивный артрит; В  псориатический артрит.
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ная положительная корреляционная связь
между сывороткой крови и синовиальной
жидкостью по показателю ОПА (r=0,71; P<0,05
и r=0,80; P<0,05 соответственно). В группе ПА
между сывороткой крови и синовиальной
жидкостью также имела место сильная корре-
ляционная связь по содержанию АПИ (r=0,91;
P<0,05). Вероятно, уровень ОПА в сыворотке
крови при РА и РеА в какой-то степени отра-
жает протеолитическую активность в синови-
альной жидкости, а содержание АПИ в сыво-
ротке крови при ПА  его содержание в сино-
виальной жидкости.
Интенсивность протеолиза в сыворотке
крови по флуоресценции продуктов фермен-
тативной реакции (показатель Iпр., 338) при РА
также имела умеренную положительную кор-
реляционную связь с аналогичным показате-
лем в синовиальной жидкости (r=  0,55;
P<0,05). По-видимому, основное значение при
РА в синовиальной жидкости имеет актив-
ность не клеток суставной жидкости, а фер-
ментов сыворотки крови, т. к. воспаление при-
водит к разрушению тканей пораженных сус-
тавов, усилению дренирования пораженных
тканей, вследствие чего повышается прони-
цаемость гистогематических барьеров, что
увеличивает темпы поступления аутоантител,




зависимостей свидетельствует о том, что в
синовиальной жидкости, так же, как и в сы-
воротке крови больных артритами, показате-
ли флуоресценции тесно связаны с их проте-
олитической активностью. Интенсивность
собственной флуоресценции сыворотки кро-
ви и синовиальной жидкости в максимуме
спектра во всех группах больных коррелиро-
вала с интенсивностью протеолиза, что вы-
ражалось в положительной корреляционной
связи с ОПА или АПИ.
Интенсивность флуоресценции продук-
тов ферментативной реакции взаимодействия
и сыворотки крови и синовиальной жидко-
сти с САЧ (Iпр., 338) имела в основном отрица-
тельную корреляционную связь с интенсив-
ностью протеолиза и содержанием основных
ингибиторов.
Установленная in vivo в КГ в сыворотке
крови, у больных РА и ПА в синовиальной
жидкости корреляционная взаимосвязь меж-
ду интенсивностью флуоресценции продук-
тов реакции гидролиза САЧ энзимами сыво-
ротки крови и синовиальной жидкости (Iпр., 338)
и белок-расщепляющей активностью (∆A280)
носила такой же характер, как и для модель-
ной системы расщепления САЧ трипсином,
установленная нами ранее. При РеА подоб-
ной зависимости выявлено не было.
Корреляционные связи между сыворот-
кой крови и синовиальной жидкостью по ана-
логичным показателям выявили сильную по-
ложительную корреляцию в группах больных
Ра и РеА по показателю ОПА, а также силь-
ную положительную корреляционную связь в
группе ПА по содержанию АПИ.
Обнаруженные изменения интенсивно-
сти показателей флуоресценции и протеоли-
тической активности в сыворотке крови и си-















ОПА ОПА АПИ АПИ 
 положительная сильная (0,7  0,9) корреляционная связь. 
 
Рис.3. Корреляционные взаимосвязи между сывороткой крови и синовиальной жидкостью
по показателям протеолитической и ингибиторной активности у больных артритами.
А  ревматоидный и реактивный артриты; Б  псориатический артрит.
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реляции между ними свидетельствуют о впер-
вые выявленной взаимосвязи собственной
флуоресценции, флуоресценции продуктов
ферментативной реакции с активностью про-
теолитических ферментов и их ингибиторов.
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